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論文内容要旨
 【目的】
 1型糖尿病(IDDM)は,膵β細胞を標的とした臓器特異的自己免疫疾患であり,主要自己抗
 原としてGAD65(グルタミン酸脱炭酸酵素)が知られている。すでに抗GAD抗体価の測定は,
 自己免疫反応の指標として診断に用いられているが,β細胞破壊の主体は丁細胞であり,抗原
 に対する細胞性免疫反応の検出も重要視されている。従来用いられてきた丁細胞増殖反応は,
 操作が煩雑で,臨床的に行うのは困難であった。そこで簡便な細胞性免疫反応の評価法の確立の
 ために,皮内反応(遅延型過敏反応)の利用を考え,IDDMモデル動物のNODマウスを用いて,
 その有用性を検討した。
 【方法彊
 NODマウス脳よりmRNAを抽出。GAD65分子上で,細胞性免疫反応のエピトープと報告さ
 れている部分を含むC末端部をRT-PCR法にて増幅した。ジデオキシ法による塩基配列解析後,
 このDNA断片を発現に供した。ペプチドの発現には,T7ポリメラーゼ遺伝子を組み込んだ宿
 主大腸菌と,目的遺伝子をT7ファージプロモーターの下流に挿入したプラスミド(pETシステ
 ム)を利用し,GAD65C末端部分ペプチド(以下GADペプチド)を大量発現させた。得られた
 蛋白質は,GAD65由来の部分ペプチド(86アミノ酸)のN末端側に,発現ベクター由来の23
 個のアミノ酸が結合した109個のアミノ酸からなるものであった。ベクター由来のペプチド部位
 に,6個の連続したヒスチジン残基が配列されていることを利用して,金属アフィニティークロ
 マトグラフィーを行ってこれを精製した後,以下の実験を行った。8週齢のNODマウスの他に,
 対照として同週齢のC3H/He,C57BL/6,BALB/c,BlO.A,およびDBA/2マウスを用い,足
 蹠で皮内テストを施行した。抗原として上記GADペプチド,その対照として同様な蛋白質発現
 系にて調整した,IDDMの自己抗原とは相同性のないラットシクロフィリンと大腸菌カルボキ
 シルキャリヤー蛋白質を使用した。各ペプチド10μgをカリミョーバン溶液で沈殿させて混濁液
 とし,20μ1を8週齢マウスの一側の足蹠に皮下注射した。対側にはカリミョーバン溶液のみを
 等容量投与し,経時的に精密ノギスを用いて両側の足蹠厚を計測した。また,皮内テスト施行後
 に一部のNODマウスを屠殺し,足蹠および膵臓の組織標本を作成して,光学顕微鏡にて検鏡し
 た。丁細胞増殖反応は,前述の各系統マウスから調整した脾細胞4×105個/we11に対して,
 GADペプチド50μg/mlを添加し,37。C,5%CO2下で48時間培養後,3H一チミジンの取り込
 みにより測定した。
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 懸吉果】
 NODマウスでは,GADペプチドを投与した足蹠で,48時間後をピークとする発赤を伴った
 腫脹反応が認められた。組織学的には,注射部位に一致して,間質浮腫と多核球および単核球の
 浸潤像が観察された。カリミョーバン溶液のみでは,足蹠腫脹は起こらず,組織学的にも変化は
 みられなかった。このペプチドに対する腫脹反応に雌雄差は認められなかった。膵組織では,雌
 雄ともに膵島への単核球浸潤(膵島炎)がみられた。GADペプチドに対する腫脹反応は,2種
 の対照ペプチドに対する反応より有意に強かった。また,他系統のマウスのGADペプチドに対
 する反応は,NODマウスに比し,有意に弱かった。丁細胞増殖反応では,NODマウスにおいて,
 他系統のマウスより有意に高いコH一チミジンの取り込みがみられた。各種マウスで施行した皮内
 テストと丁細胞増殖反応との相関をみると,両者の聞には有意な相関が認められた。
 【結論】
 今回施行した皮内反応は,GADペプチド特異的で,かつNODマウスでのみ強く検出された。
 さらにこの反応は,∫πo琵roの丁細胞増殖反応と相関があり,GADペプチドに対する細胞性自
 己免疫反応を硫θ`θoの皮内テストで容易に検出できることが示された。
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 審査結果の要旨
 1型糖尿病(IDDM)は,膵β細胞を標的とした臓器特異的自己免疫疾患であり,主要自己抗
 原としてGAD65(グルタミン酸脱炭酸酵素)が知られている。すでに抗GAD抗体価の測定は
 自己免疫反応の指標として臨床診断に用いられているが,β細胞破壊の主体はTリンパ球であ
 り,抗原に対する細胞性免疫反応の検出も重要視されている。従来用いられてきたTリンパ球
 増殖反応は操作が煩雑で,臨床的に広く行うのは困難であった。そこで,著者は,抗GAD細胞
 性免疫反応をより簡便に検出するために皮内反応(遅延型過敏反応)の開発を試みた。本研究で
 はIDDMモデル動物のNODマウスを用いてGAD65皮内反応の基礎的検討を行い,その有用
 性を評価した。
 まず,著者は実験に使用するGAD65ペプチドを生合成した。NODマウス脳よりmRNAを
 抽出。GAD65分子上で細胞性免疫反応のエピトープと報告されているC末端部をRT-PCR法
 にて増幅し,このDNA断片を宿主大腸菌に導入して大量発現させた。対照としては同様の実験
 系で調整したGADと無関係の蛋白を用いた。皮内反応の検出のために,各ペプチド10μ牙を
 カリミョウバンで沈殿させて混濁液とし,20μ1を一側の足蹴に皮下注射した。対側にはカリミョ
 ウバン溶液のみを等容量投与し,系時的に精密ノギスを用いて両側の足蹴厚を計測した。
 NODマウスでは,GADペプチドを投与した足蹠で48時間後をピークとする発赤を伴った腫
 脹反応が認められた。組織学的には注射部位に一致して,間質浮腫と多核球および単核球の浸潤
 像が観察された。カリミョウバン溶液のみでは,足蹴腫脹は起こらず,組織学的にも変化はみら
 れなかった。膵島への単核球浸潤(膵島炎)に雌雄差がなかったが,GADペプチドに対する腫
 脹反応にも雌雄差は認められなかった。GADペプチドに対する腫脹反応は,2種の対照ペプチ
 ドに対する反応より有意に強かった。また,C3HIHe,C57BL/6,BALB/c,BlO.A,DBA/2マ
 ウスなどのGADペプチド皮内反応は,NODマウスに比し,有意に弱かった。GADペプチドに
 対するinvitroのTリンパ球増殖反応では,NODマウスにおいて,他系統のマウスより有意に
 高い3H一チミジンの取り込みがみられた。各系統マウスで施行した皮内テストとTリンパ球増
 殖反応との相関をみると,両者の間には有意の相関が認められた。
 本研究はGADペプチドに対する細胞性自己免疫反応をinvivoの皮内テストで容易に検出で
 きることを初めて示した独創的なものであり,ヒトでの有用悔が確認されれば,IDDMの診断
 や発症予知を目的としたマススクリーニングにGAD65皮内反応を応用することが可能であるこ
 とを示したもので,学位に十分値する。
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